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近代医療の進歩によってガンや糖尿病などの生活習慣病の新たな治療法が次々
と開発されていく一方で、世界最大死因の 1 つは有史以前から続くウイルスや細
菌などの病原体による感染症である。現在も HIV,SARS,新型インフルエンザなど
多種多様なウイルスが日々出現してきており、我々は絶えず進化し続けていく新
興ウイルス感染症の恐怖に曝されながら生活を送っている。このウイルス感染症
に対する防御機構として、高等脊椎動物には自然免疫と獲得免疫という 2 種類の
免疫機能が備わっている。T 細胞や B 細胞などによる抗原特異的な獲得免疫は非
常に強力であるが、感染やワクチン接種などにより抗原を記憶することで後天的
に獲得する免疫機構である。一方の自然免疫は、植物から哺乳類まで幅広く存在
し、生体が先天的に持つ免疫機構である。また発動までに 1 週間以上の時間を要
する獲得免疫とは異なり、自然免疫は生体内への病原体の侵入を認識後、数時間
以内に発動するため、様々なウイルスに対する第一の防御壁として機能している。 
脊椎動物の自然免疫で中心的な役割を担っているのが i nter f eron( IFN)である。
現在 IFN は一次構造や作用するレセプターの違いから I～Ⅲ型までに分類されて
おり、自然免疫では複数の IFN-αと単一の IFN-βからなる I 型と IFN-λ1～ 3 から
なるⅢ型 IFN がウイルス感染に伴い一過的に産生・分泌され、細胞に抗ウイルス
状態を誘導する。 I 型 IFN 産生には ATF/c - jun ,  IFN regulatory fac tor  ( IRF) ,  
NF-κB といった複数の転写因子の関与が知られ、なかでも IRF-3 /7 が IFN 遺伝
子の活性化に深く関わっている。分泌された I 型 IFN は周囲の細胞に発現してい
る IFN 受容体と結合し、様々な IFN 誘導遺伝子群（ IFN-st imulated  genes  :  ISGs）
の発現を誘導する。ISGs は細胞にウイルス増殖の阻害、アポトーシスの誘導など
の抗ウイルス作用を誘導し、ウイルス感染の拡大を阻止している。  
これまで自然免疫は非特異的な免疫応答であると考えられてきたが、近年の研
究により、細胞外と細胞質内にそれぞれ病原体関連分子パターンと呼ばれる宿主
側にはない病原体特有の成分（糖、脂質、タンパク質、核酸など）を認識する病
原体認識受容体（ p at tern  recogni t ion  receptors： PRRs）が存在することが明ら
かになった。 PRRs の 1 つである re t ino ic  ac id  induc ib le  gene- I  (RIG- I) - l ike  
receptors  (RLRs )は、ウイルス由来の非自己 RNA を認識する細胞質内ウイルス
RNA セ ン サ ー で あ り 、 ヒ ト で は RIG-I ,  MDA5 (melanoma di f f erent iat i on- 
assoc iated  gene5) ,  LGP2 ( laboratory  o f  genet i cs  and  phys io logy 2 )の 3 つの分
子からなっている。通常不活性型で存在している RIG-I は、C 末端側の C 末端ド
メイン（ C-terminal  Domain： CTD）によってウイルス RNA を認識し、 N 末端
側に 2 回繰り返して持つ caspase  recrui tment  domain(CARD)を露出させ活性型
に な る 。 活 性 化 し た RIG-I は ア ダ プ タ ー 分 子 で あ る Inter feron-β  promoter  
s t iumlator-1  ( IPS-1)と CARD を介して結合する。 IPS-1 は IRF-3/7 などを介し
て下流へとシグナルを伝達し、I 型 IFN や炎症性サイトカインの産生を誘導する。 
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RLR の構造解析や新規シグナル伝達因子の同定は盛んに行われているが、一方で
ウイルス感染時における RLR の局在は殆ど分かっていない。また RIG-I ノック
アウトマウスは肝臓発達異常により胎生致死となることが知られており抗ウイル
スシグナル以外の機能を持っている可能性が示唆されているが、詳細は殆ど分か
っていない。  
以上のような背景から、本研究では① RIG-I シグナルの詳細な解析  ② RIG-I の
細胞内局在の二つに焦点をあて実験を行った。  
①  まず、RIG-I によって誘導される遺伝子の発現を解析するため、薬剤依存的な
オリゴマー形成誘導の実験系を用いて RIG-I  CARD との融合変異体（ FK/RIG）
を作製し、オリゴマー形成誘導時の IFN シグナルについて検討を行った。その結
果、 RIG-I  CARD のオリゴマー形成依存的に IRF-3 や NF-κB が活性化され、
IFN-β /α4 の発現が誘導された。これによりウイルス由来 RNA を介さずに人工的
な RIG-I  CARD のオリゴマー形成誘導によってシグナルが活性化されることを明
らかにした。また本実験系は他の抗ウイルスタンパクからシグナルやウイルスタ
ンパク質による RIG-I 機能阻害の影響を一切受けずに RIG-I からのシグナルのみ
を検出することが出来る。そこで RIG-I を介して発現が強く誘導される自然免疫
関連遺伝子 237 個を選び出し、三菱レイヨン株式会社との共同研究により通常の
マ イ ク ロ ア レ イ よ り も 安 価 で 短 時 間 で 遺 伝 子 発 現 解 析 が で き る Focused 
microarray 用の自然免疫チップ（ジェノパール）を作製した。  
このマイクロアレイを用いてウイルス感染症の一つである慢性 C 型肝炎の治療
効果予測の検討を行った。慢性 C 型肝炎の治療法には、現在 pegylated- IFN とリ
バビリン併用療法が用いられ HCV1b の患者 50～55%に効果がある。一方で、約
半数の患者に対して効果はなく、副作用の発生頻度も高いため、新たな治療法お
よび診断法の開発が望まれている。そこで、慢性 C 型肝炎患者から併用療法前に
採取した 87 例の肝生検から抽出した RNA を用いてマイクロアレイ解析を行い、
併 用 療 法 後 に 治 療 効 果 別 に 分 け た 3 つ の グ ル ー プ (著 効  ( susta ined v i ral  
responder  :  SVR）、再発（ re lapse  :  R）、無効（ non responder  :  NR） )と正常な
肝臓 (normal  l i ver :  NL)での遺伝子の発現量を比較した。その結果、NR では IFI27,  
IFI44 ,  ISG15,  MX1,  OAS1 の 5 個の IS G の発現量が NL 及び nonNR (SVR+R)に
比べ優位に増加していた。さらにこれは併用療法との治療効果予測と 86 .1%で一
致し、内在性 ISG の発現パターンは C 型肝炎の併用療法の治療効果と密接に関係
していることを明らかとした。  
次に、ヒトやマウス由来の細胞から樹立した FK、FK/RIG を発現する形質転換
株を用いて、RIG-I シグナルによる細胞の形態変化について検討した。その結果、
細胞種に関係なく FK/RIG 発現細胞でのみ細胞増殖が抑制された。また IFN やそ
の他のサイトカインで処理しても細胞増殖抑制が観察されないことから、 IFN 非  
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依存的な RIG-I シグナルにより細胞増殖が抑制されていることが明らかとなった。
さらに FACS 解析から細胞周期が G1/S 期で停止していることが分かり、G1/S 期
の細胞周期を制御している Cdk (cyc l in-dependent  k inase )  inhib i tor の 1 つであ
る p21 /CIP1 の発現を Western Blot t ing で調べると RIG-I シグナル依存的に顕著
に増加していた。そこで p21/CIP1 欠損細胞の FK/RIG 形質転換株を樹立し、細
胞増殖への影響を解析したが、細胞増殖は抑制されなかった。このことから RIG-I
を介したシグナルは、 IFN 非依存的に p21/CIP1 タンパク質の発現増強を介して
細胞周期を抑制していることが明らかとなった。  
②  次にウイルス感染時における RLR の局在に焦点をあて研究を行った。まず、
RIG-I ,  MDA5,  LGP2 のそれぞれを特異的に認識する抗体を作製し、HeLa 細胞で
のウイルス感染時における RLR の局在を RIG-I によって認識されるウイルスで
ある In f luenza v irus（ IAV）と IAVΔ NS1(non-s tructura l  prote in  1  (NS1)欠損
株 )を用いて調べた。その結果、通常細胞質に広く分布している RLR が IAVΔ NS1
感染によって顆粒状に集積していることが明らかとなった。また f luorescence  in  
s i tu  hybr id izat ion (FISH)法により IAV のウイルス RNA と RLR が共局在してい
た。さらに下流のアダプター分子である IPS-1 もシグナルを伝達するため顆粒の
周囲に集まっていた。これまでの研究から、細胞はウイルス感染などのストレス
を受けると翻訳開始因子である eIF2αをリン酸化し翻訳を停止させ、細胞質内に
RNA と RNA 結合タンパク質などの凝集体（ s tress  granules  :  SGs）を形成する。
そこで IAVΔ NS1 感染時に SG マーカータンパク質（ G3 BP,  TIAR）と RLR との
局在を解析すると、ウイルス感染により SG が形成され、 SG は RLR と共局在し
ていた。次に RLR の顆粒状の集積と IFN 産生の関係を調べるために、eIF2αのキ
ナーゼである PKR や SG 構成因子である G3BP の発現を s iRNA により抑制し SG
形成が阻害すると、 IAVΔ NS1 感染時の IFN 産生が顕著に低下した。さらに野生
型の IAV では SG 形成されず、NS1 が SG 形成を阻害し IFN 産生を抑制すること
が明らかとなった。これらの結果からこの顆粒状の集積を ant iv ira l  SG (avSG)
と命名し、avSG 形成は IAV の RNA を認識し、IFN 産生に必須な役割を担ってい
ることが明らかとなった。  
以上、本研究では、まず薬剤依存的に RIG-I を活性化する実験系を確立した。
本実験系を用いて自然免疫に特化した Focused  microarray を作製し、慢性 C 型
肝炎の治療効果予測に重要な遺伝子 5 個を同定した。また RIG-I シグナルには
IFN 非依存的に細胞増殖を抑制することを明らかとした。さらにウイルス感染時
において RLR が細胞質内に granul e 状に集積することを明らかにし、これを
avSG と名付けた。avSG は RLR が vi ra l  RNA と結合し IFN 産生に必須の場所で
あることを明らかにした。これらの結果は、感染後の診断だけでなく、ウイルス
感染症における新規の抗ウイルス薬の開発への応用を強く期待させるものである。 
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